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研究成果の概要（和文）：MetRSL274G発現マウスを用いた細胞種特異的タンパク質標識法を用いて多臓器・多細
胞間コミュニケーションを解析する実験系を構築し、心臓病態モデルマウスにおいて心筋由来のミトコンドリア
関連タンパク質が腎臓に輸送されることを見出した。ミトコンドリアの品質低下が心筋細胞からのミトコンドリ
ア放出を促進するという過去の報告に基づいて、心筋ミトコンドリア品質の制御機構について解析を行い、超硫
黄分子がミトコンドリア品質の保護に働くことを明らかにした。また、超硫黄分子によるミトコンドリア関連タ
ンパク質の超硫黄化が心疾患モデルマウスの心臓で大きく変化することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established an experimental system to analyze multi-organ and 
multicellular communication using a cell-type-specific protein labeling method in 
MetRSL274G-expressing mice. Using a cardiac disease model in mice, we discovered that 
mitochondria-related proteins originating from the myocardium are transported to the kidneys. Based 
on previous reports suggesting that the decline in mitochondrial quality promotes the release of 
mitochondria from cardiomyocytes, we investigated the regulatory mechanisms of mitochondrial quality
 in cardiomyocytes. We also revealed that persulfide molecules play a role in protecting 
mitochondrial quality. Furthermore, the persulfidation of mitochondria-related proteins is 
significantly altered in the hearts of cardiac disease model mice.

研究分野：生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内の臓器や組織は個々に機能するわけでなく、様々な臓器・組織との相互作用を介して生体の高次機能を維
持している。心臓移植後の患者で報告されている「心臓の記憶」もまた臓器連関を示唆する例であるが、心臓が
多臓器に与える情報については不明であった。病気の心臓がミトコンドリア関連タンパク質を腎臓などに輸送す
ることを初めて明らかにした点は心臓原生の臓器連関の仕組みを読み解く糸口になるとともに、ミトコンドリア
の品質維持を標的とする疾患診断マーカーや予防・治療法の開発につながる可能性が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
多細胞生物において、個々の細胞はお互いにコミュニケーションを取り合うことで自律的な
細胞社会を構築している。近年、様々な多臓器連関が明らかにされ、心血管機能調節において
も体系的に仕組みを理解していく重要性が示されている。心臓は血液循環を介して様々な臓器
とつながっており、その機能不全は他臓器の機能障害へと直結する。従来、心臓は、ポンプ器
官としてのみの位置づけであったが、心不全の代償機構としてナトリウム利尿ペプチド（ANP）
を分泌することが明らかとなり、内分泌器官としての役割にも注目が集まっている。また、当
研究グループでも、心筋細胞のレドックスシグナル研究を通じて、（１）心筋細胞特異的に硫黄
ストレスを増加させると腎機能障害が誘導される、（２）酸化ストレス依存的に心筋細胞から分
泌されるタンパク質によって心線維芽細胞死が誘導される、などのANPでは説明がつかない心
筋細胞を起点とした多細胞・多臓器連関を示唆する知見を見出している。 
サイトカインやケモカインといった特定のタンパク質因子群が多細胞・多臓器間の情報伝達
を担うことは広く知られているが、近年では計測技術の発展やエクソソームなどに代表される
細胞外小胞を介した新たな分泌系の発見により従来の分泌タンパク質以外にも様々な分子（タ
ンパク質、脂質、核酸など）、さらにはミトコンドリアなどのオルガネラまでもが多細胞間で輸
送されうることが明らかになっている。 
 ミトコンドリアはエネルギー産生を担う主要な細胞小器官であり、永続的な収縮応答に大量
のエネルギーを必要とする心筋細胞において、ミトコンドリアの機能異常は心筋の機能不全に
直結する。いくつかのマウスモデル実験において、心不全モデルマウスの心筋細胞から障害を
受けたミトコンドリアが細胞外小胞を介して線維芽細胞などに輸送されることが報告されてお
り、心筋ミトコンドリアの品質制御は多臓器・多細胞間のコミュニケーションに重要であると
考えられる。ミトコンドリアの品質を制御する要因としてこれまで活性酸素などの酸化ストレ
スを中心としたレドックス応答の関与が明らかにされてきた。その一方で、近年、レドックス
研究において、超硫黄分子と総称される化学反応性の高い硫黄代謝物が生体内に豊富に存在す
ることが明らかとなり、これら超硫黄分子が心臓を始めとする様々な臓器の生体応答を制御す
ることが示唆されている。当研究グループでは、超硫黄分子が心筋ミトコンドリアの品質管理
に重要であることを見出してきた。 
 
 
２．研究の目的 
（１）組織特異的タンパク質標識法を用いた心筋由来分泌タンパク質の同定 
多細胞間のコミュニケーションを理解する上で、「シグナル分子がどこから分泌され、どこに
伝わるのか」その情報伝達の足取りを把握することは重要であるが、個体解析においてシグナ
ル分子の伝搬を正確にとらえることは困難である。近年、メチオニンアナログを特異的に取り
込むことができるメチオニル tRNA 合成酵素変異体（MetRSL274G）が報告された。そこで、心
筋細胞でMetRSL274Gを発現するマウスを作製し、心筋細胞で合成されるタンパク質を特異的に
メチオニンアナログで標識する。そして、血中や他臓器における心筋細胞由来タンパク質を同
定することで心筋細胞を起点とした多細胞・多臓器連関を解析するための実験系を構築する。 
 
（２）超硫黄分子を介した心筋ミトコンドリア品質制御機構の解明 
心筋特異的タンパク質標識法を用いて、心不全モデルマウスの腎臓から心筋由来のミトコン
ドリア関連タンパク質群が見つかったことから、細胞外小胞を介したミトコンドリア伝搬が心
筋を起点とした多臓器連関に関与することが示唆された。そこでミトコンドリア伝搬の引き金
となるミトコンドリア品質制御機構について、超硫黄分子と総称される硫黄原子が複数個連な
ったカテネーション構造を持つ硫黄代謝物（R-S(S)nH）の観点から検証を行う。 
 
 
３．研究の方法 
（１）心筋特異的 MetRSL274G発現マウスを用いた心筋細胞由来タンパク質の標識 

CRE 特異的に MetRSL274G を発現するマウス（C57BL/6-Gt(ROSA)26Sortm1(CAG-GFP,-
Mars*L274G)Esm/J、ジャクソンラボラトリーから購入）と心筋細胞特異的にタモキシフェン誘
導型 CREリコンビナーゼを発現するマウス（A1cfTg(Myh6-cre/Esr1*)1Jmk/J、ジャクソンラボラ
トリーから購入）を掛け合わせることで、心筋特異的に MetRSL274Gを発現するマウスを作製し
た。10 mg/mlタモキシフェン（コーン油）を 40 mg/kg/dayで 5日間マウス腹腔内に投与するこ
とで CREリコンビナーゼの発現を誘導した。メチオニンアナログ Azidonorleucine (ANL)を投与
する 2日前からメチオニン含量を 0.1%に減量した飼料に交換し、その後、25 mg/ml ANLを 0.1 
g/kgで 24時間間隔で 7回、もしくは 12時間間隔で 4回腹腔内に投与した。 
アジド基を持つ ANL を Click chemistry を用いて標識する。組織抽出液 (2 mg/ml)に click 

chemistry mixture (1 mM CuSO4, 100 µM TBTA, 1 mM TCEP, 40 µM Alexa647-alkyneもしくは biotin-



alkyne)を加え 60分反応させる。メタノールクロロホルム沈殿で未反応のプローブを除去した後
に再溶解した。Alexa647 標識タンパク質は In-gel fluorescence 法で検出し、Biotin 標識タンパク
質は Streptavidin-beadsを用いて精製した。精製した Biotin標識タンパク質を SDS-PAGEおよび
銀染色によって検出し、検出したバンドから質量分析を用いてタンパク質を同定した。 
 
 
（２）超硫黄分子が心筋ミトコンドリア品質に及ぼす影響についての解析 
ラット新生児（2 日齢）から単離した新生児ラット由来心筋細胞（NRCM）を低酸素チャン
バー（1% O2）で 18 時間培養することで心筋ミトコンドリアに障害を与えた。ミトコンドリア
機能は、ミトコンドリア膜電位および ATP産生能から評価した。ミトコンドリア膜電位は JC-1
プローブを用いて Red/Green 比から、ATP 産生能はミトコンドリア局在型 ATP センサープロー
ブ（Mito-ATeam）の FRET 比から測定した。低酸素培養時に超硫黄分子ドナーを添加すること
で低酸素ストレスによるミトコンドリア障害がどのように変化するのかについて検討を行った。 
 
（３）タンパク質超硫黄検出 
タンパク質システイン側鎖の硫黄カテネーションであるタンパク質超硫黄化を biotin switch法
で検出する実験系を構築した。超硫黄鎖の安定化に寄与するチロシン存在下でシステインSH基
もしくは超硫黄鎖 SSH基を Iodoacetyl-biotinで標識し、Biotin化タンパク質をレジンに濃縮し、
還元剤を用いて SSH 基を選択的に切断することで超硫黄化タンパク質を精製した。野生型マウ
スと心筋梗塞モデルマウスの心臓から超硫黄化タンパク質を精製し、質量分析を用いて心筋梗
塞後の心臓で変化する超硫黄化タンパク質を同定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）心筋由来タンパク質標識の条件検討 
心筋細胞で合成されるタンパク質のメチ
オニンを ANL に置換するために、心筋細
胞特異的に MetRSL274Gを発現させたマウス
に ANL を投与する条件の検討を行った。
まず、ANL の MetRSL274G変異体への特異
性を評価するために、C57BL6J野生型と心
筋特異的MetRSL274G発現マウスをメチオニ
ン減量食で 2日間飼育した後、ANLを 0.1 
g/kg で 24 時間間隔で 7 回腹腔内に投与し
た。その後、心臓を摘出し、click chemistry
を用いて ANLを Alexa647で標識した。そ
の結果、心筋細胞特異的に MetRSL274Gを発
現させたマウスでのみ Alexa647 のシグナ
ルが確認されたことから ANL は非常に高
い特異性で MetRSL274Gに取り込まれることが確認できた（図 1A）。次に ANL の投与条件とし
て、24時間間隔で 7回と 12時間間隔で 4回の腹腔内投与で比較を行ったところ、両者間でANL
取り込み率に大きな違いは見られなかった（図 1B）。 

 
（２）他臓器における心筋由来タンパク質の検出 
上記の ANL 投与条件を基に、ANL 投与マウスか
ら腎臓および肝臓を摘出して心筋由来タンパク質を
同定する実験を行った。Alexa647で標識したANLタ
ンパク質の結果を図 2 に示す。MetRSL274G発現マウ
スから摘出した腎臓では、MetRSL274G非発現マウス
の腎臓と比較して Alexa647標識タンパク質の量が増
加した。一方、肝臓においては MetRSL274G発現マウ
スで増加するバンドを確認することができなかった
（図 2）。そこで次に、腎臓サンプルを用いて、ANL
を Biotin標識し、Streptavidin-beadsで ANL標識タン
パク質を精製した。野生型マウスと心筋梗塞モデル
マウスから摘出した腎臓サンプルを用いて心筋由来
タンパク質の比較解析を行った。心筋梗塞モデルマ
ウスの腎臓では心筋由来タンパク質の量が増加して
おり、これらのタンパク質を質量分析を用いて解析
したところ、ミトコンドリアに関連するタンパク質
が多数同定された。以上の結果から、心不全時には
心筋細胞から細胞外小胞を介してミトコンドリアが
腎臓に運ばれることが示唆された。 

 
図 1. 心筋由来タンパク質標識の条件検討 
A) 野生型マウス（C57BL6J）と心筋特異的
MetRSL274G発現マウス（CM-MetRSL274G）にANLを
投与した。心臓サンプルを用いて取り込まれた ANL
を Alexa647で標識した。B) ANL投与条件の比較 

 
図 2. 腎臓、肝臓における心筋由来タン
パク質の検出 
 心筋特異的 MetRSL274G発現マウスに
ANL に投与した。腎臓と肝臓サンプル
を用いて取り込まれた ANLを Alexa647
で標識した。 



 
（３）低酸素ストレスによる心筋ミトコンドリア品質の低下と超硫黄分子による保護効果 
 これまでにミトコンドリアの機能低下に伴い心筋細胞からミトコンドリアが放出されること
が報告されていることから、心不全時における心筋ミトコンドリア品質の低下がミトコンドリ
アを介した心－腎連関の引き金になると予想された。そこで、心不全時の心筋ミトコンドリア
品質を制御する系として超硫黄分子に着目した。当研究グループではこれまでに心筋梗塞後初
期に起こる心筋ミトコンドリアの品質異常（過剰分裂）が心機能低下の引き金になることを見
出している。そこでNRCMに心筋虚血の in vitroモデルである低酸素ストレスを与え心筋ミトコ
ンドリアの機能を低下させた際に超硫黄分子を細胞に導入することでミトコンドリア機能がど
のように変化するのかについて検討
を行った。その結果、低酸素ストレ
スによるミトコンドリア膜電位の低
下および ATP 産生能の低下は超硫黄
分子の導入により改善することが明
らかとなった（図 3）。一方、心筋細
胞での超硫黄産生酵素である CARS2
を siRNA を用いて発現抑制すると、
低酸素によるミトコンドリア膜電位
の低下が増悪化することが明らかと
なった。この結果から、超硫黄分子
は心筋ミトコンドリア品質の保護に
重要であることが示唆された。 
 
（４）心不全時に変動する超硫黄化
タンパク質の解析 
超硫黄分子の構造的特徴である硫黄カテネーションは
タンパク質のシステイン側鎖でも確認され、このタンパ
ク質超硫黄化はタンパク質の機能を制御する翻訳後修飾
の 1 つと考えられている。上記の実験で得られた超硫黄
分子による心筋ミトコンドリア保護機構の分子メカニズ
ムについて、タンパク質超硫黄化の観点から検証を行っ
た。そこで、超硫黄化タンパク質を精製する実験系の構
築を行った。チオール SH 基と超硫黄鎖-SSH 基を共に
Biotin 化し、精製後、還元剤を用いて-SS-Biotin を切断す
ることにより超硫黄化タンパク質を精製する。超硫黄構
造を安定化したまま末端を Biotin 化するためのアルキル
化剤、バッファー、添加剤などの条件の検討を行い、図
4Aに示すように超硫黄ドナーを添加したNRCMで超硫黄
化タンパク質が増加する条件が得られた。次に、心筋梗
塞モデルマウスとコントロールマウスの心臓からそれぞ
れ超硫黄化タンパク質を精製し、質量分析を用いて比較
解析を行ったところ、多くのミトコンドリア関連タンパ
ク質の超硫黄化が心疾患によって変動することが明らか
となった（図 4B）。 
 
（５）まとめと今後の課題 

MetRSL274G発現マウスを用いた細胞種特異的タンパク質標識法を用いて多臓器・多細胞間コ
ミュニケーションを解析する実験系を構築し、心臓病態モデルマウスにおいて心筋由来のミト
コンドリア関連タンパク質が腎臓に輸送されることを見出した。ミトコンドリアの品質低下が
心筋細胞からのミトコンドリア放出を促進するという過去の報告に基づいて、心筋ミトコンド
リア品質の制御機構について解析を行い、超硫黄分子がミトコンドリア品質の保護に働くこと
を明らかにした。また、超硫黄分子によるミトコンドリア関連タンパク質の超硫黄化が心疾患
モデルマウスの心臓で大きく変化することも明らかにした。今後の課題として、ミトコンドリ
ア関連タンパク質の超硫黄化の変化がミトコンドリアの品質制御に及ぼす影響について検討を
行う。そして、超硫黄化を介したミトコンドリア品質の制御が、ミトコンドリアを介した心－
腎連関に及ぼす影響について検討を行う。さらにミトコンドリアを介した心－腎連関が腎機能
や生体の恒常性に与える影響についても検討を行っていく。 

 
図 3. 超硫黄分子による心筋ミトコンドリア機能の改善 
NRCM を超硫黄分子ドナー存在下および非存在下で低酸
素培養し、ミトコンドリア膜電位を JC-1 の赤／緑比、ミ
トコンドリア ATP産生能をmito-ATeamの FRET比を用い
てそれぞれ評価した。 

 
図 4. 超硫黄化タンパク質の検出 
A) 超硫黄ドナーを添加したNRCM
と添加していない NRCMから超硫
黄化タンパク質を検出した。B) コ
ントロールマウスと心筋梗塞処置
マウスの心臓において超硫黄化タ
ンパク質を比較した。 
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